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Sir: 

Under the provisions of 35 U.S.C. § 119 and 37 C.F.R. § 
1.55(a), the applicant (s) hereby claim (s) the right of priority 
based on the following application (s ) : 

Country Application No. Filed 

GERMANY 199 19 205.7 April 28, 1999 



A certified copy of the above-noted application (s) is (are) 
attached hereto. 

If necessary, the Commissioner is hereby authorized in 
this, concurrent, and future replies, to charge payment or 
credit any overpayment to Deposit Account No. 02-2448 for any 
additional fee required under 37 C.F.R. §§ 1.16 or 1.17; 
particularly, extension of time fees. 
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Diaqnostischer Marker das Humantierz 



Beschre i bung 



Die Erfindung betrifft einen diagnostischen Marker fur das 
Huaanherz. Anwendungsgebiete sind die Medizin und die 
pharmazeutische Indus-trie. 

*\ ^ i wird das «en.cMich* Herz uberlastet. werden zelleigene 

f ^ KoW p ens ation STO echanis ra en aktiviert, welche die Organfuktion 

aufrecht erhalten. Neben der vergrcBerung der zelle 

(Hypertrophic) duroh quantitative steigerung der 

Proteinsynthes, wird auch qualitativ durch Veranderung der 

Oppression die Herzf unktion . verbessert. Die listen 

Patienten mit hypertrophierten Ventrikel reexprxmieren dxe 

atriale leichte Myosinkette (ALC-1) (Schaub M.C et .1. , 

« t 5 (Suppl F ) 85-93), was die 

1 1984 V Eur- Heart J- » * oi t''* ' . 

. ^ riie Leistungsfahigkeit des Myokard 

Motorfunktion und damit die Leistungs y 

_ M - t al . (1996) J. Clin, invest. 98: 467- 
steigerte (Morano M. et ai., 

473) . 

die Aufqabe zugrunde, Methoden 

Der Erfindung lxegt die AU ^ ao ^ , _.. 

/? fc ™if denen die ALC-l-Expression fiir 
, . bereitzustellen,. mit aenen 

W diagnostiBche Zwecke ennittelt werden kann- 

Es wurde gefunden, da* Patienten -it Herzhypertrophie die 
L-i reJpri^ierten, in ihrer ration deutlicn verbessert 
waren (Afobildung 1) • 

" ' «■ Air i -Expression ist daher ein molekularer Marker fur die 
Die ALC-l-T2xpression Mvolt ^ d . Die Analyse 



^t:"igK.i"-- -nschiichen Myokard. Oie Analyse 
r G r e ^TCr^ - Hu^anventrikeX und die da*it 
v. T„L Methoden ( spezif ischer Antikorper, Western-Blot 
verbundenen Methoden sp Regen erations- 
, oaHin -immunoassay) als MarKer iui 
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fahigke.it des Humanherzen sind daher Gegenstand der 
Erfindung. Das ist beispielsweisse fur die klinische 
Diagnostic von Bedeutung, wenn entschi eden werden soil, ob 
ein her zinsul fizienter Patient, der mittels eines 
mechanischen Assistdevice die Zeit 2 ur Transplantation 
uberbruckt, transplantiert werden mufi, oder ob sich sein 
eigenes Herz wahrend der mechanischen Entlastung von selbst 
erholt hat: Der linke Ventrikel des erholten Herzen wird dann 
ALC-1 exprimieren, der ventrikel, der nicht regenerierte, 
wird dann kein ALC-1 exprimieren. 

zur Realisierung der Erfindung wurde ein spezifischer Peptid- 
Antikorper produziert, der selektiv nit der ALC-1, nicht aber 
mit anderen leichten Myosinketten reagiert (Abbildung 2, 
Western-Blot). Er wurde mittels eines synthetischen Peptides 
der Sequenz PAPEAPKEPAFDPKS erzeugt, das der aminotermina len 
Sequenz 29-43 der menschlichen ALC-1 (Kurabayashi M. et al., 
(1988) J. Biol. Chen* 263: 1390-1396) entspricht. Dieses 
Peptid wurde an Keyhole Limpet Hamocyanin gekoppelt und als 
Immungen Kaninchen injiziert. Die Antiseren wurden durch 
ACfinitatschromatographie gereinigt. Mit dem 
wurden in Westernblot SO ng ALC-1 nachgewiesen, so daB selbst 
Kleinste Biopsieproben analysiert werden konnen. 



\ 

Ml 
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Legende zu den Abbildungen; 



Abbildung 1 



{Correlation zwischen der maximal en Druckanstiegs- 
geschwindigkeit dp/dtmax (in miaHg/sek- ) des linken Ventrikels 
in vivo und der Menge exprimierter ALC-1 im linken Ventrikel 
bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopatbie. ALC-3. Protein 
ist in % der gesamten essentiellen JLeichten Myosinketten 
ausgedriickt. Die Korrelation war hochsignif ikant (p<0.001). 

Abbildung 2 

Westen-Blot -Analyse mit Antikfcrper gegen humane AJX-l. 
Unterschiedliche Mengen (5-30 M g) Atrium- und Ventrikelgewebe 
warden auf getragen. Der Antikorper reagierte nur mit der ALC- 
1, nicht aber mit den leichten Myosinketten iffl ventrikel, was 
die hohe SensivitSt des Antikdrpers belegt. 



\ 
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Patentanspruche 

1. Diagnost ischer Marker fiir das Huxaanherz, enthaltend einen 
Peptid-Antikorper , der selektiv mit humanem ALC-1 reagiert. 

2 . DiagnoGtischer Marker nach Anspruch 1 , gekennzeichnet 
dadurch, daS der enthaltene Peptid-Antikdrper die Sequehz 
PAPEAPKEPAFDPKS { arainoterminale Sequenz 29-43 des huraanen 
ALC-l ) erkennt * e 

3« Peptid der sequenz PAPEAPKEPAFDPKS einschlieBlich seiner 
Punktmutahten . 

4* Verffahren zur Herstellung des Pept id-Ant ikorpers nach 
Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet:, daB man das 
synthetlsche Peptid PAPEAPKEPAFDPKS mit H£mocyanin koppelt 
und als Inmungen Kaninchen injiziert, die sich bildenden 
Antiseren gewinnt, die enthaltenen Peptid-Antikorper isoliert 
und iriittels Af f initStschromatographie reinigt- 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung Joetrifft einen diagnostischen Marker fiir dae 
Huxnanherz, Anwendungsgebiete sind die Medizin und die 
pharma2eutische Industrie* 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Methoden 
bereitzusteilen, wit denen die ALC-l-Expression fiXr 
diagnostische Zwecke ermittelt werden kann. 

Zur Realisierung der Erfindung wurde ein spezif ischer Peptid- 
Antikorper produziert, der selektiv mit der ALC-1, nicht aber 
mit anderen leienten Myosinketten reagiert, Er wurde mittels 
eines synthetischen Peptides der sequenz PAPEAPKEPAFDPKS 
erzeugt, das der aminoterminalen Sequenz 29-43 der 
menschlichen ALC-1 entspricht- 
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Detection of ALC-1 in human heart 



Atrium 



Ventricel 



30 kDa 




30 20 10 5 30 20 10 5 ug 



Abbildung 2 
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